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1. RESUMEN

El objetivo de este estudio es evaluar el efecto del volumen luteal sobre el
porcentaje de preñez en hembras de la raza Normando receptoras de embriones
congelados de la raza Hereford. Materiales y métodos: Se preseleccionaron 30
hembras de la raza normando, de las cuales 25 cumplieron con los criterios de
inclusión para ingresar al programa de trasferencia de embriones, previamente
sincronizadas con un protocolo para transferencia de embriones a término fijo
(TETF).

Resultados: De

las

25

hembras

el 80%

(n=20) respondieron

adecuadamente (ovulación doble o sencilla) y el 20% (n=5) no respondieron
(folículo dominante y ovarios multifolículares). La mitad (50%) de las vacas que se
sincronizaron y ovularon quedaron preñadas (n=10). El 66% de las vacas que
presentaron ovulación doble quedaron preñadas, siendo inferior (47%) en las
hembras que presentaron ovulación sencilla. El diámetro promedio del cuerpo
lúteo en las vacas preñadas fue de 23 mm (Sd 2.87 mm) y el diámetro promedio
del cuerpo lúteo en las vacas no preñadas fue de 20,8 mm (Sd 2,7 mm). El
volumen promedio del cuerpo lúteo en las vacas preñadas fue de 6642,8mm3 (Sd
2548.94 mm3) y el volumen promedio del cuerpo lúteo en las vacas no preñadas
fue de 4936,4mm3, (Sd 2157.19 mm3); No se evidenció una diferencia
estadísticamente significativa, de los diámetros y volúmenes luteales, entre las
vacas preñadas y las vacas vacías. La relación entre el tipo de ovulación y preñez,
fué mayor en aquellas que presentaron ovulación doble frente a las que
presentaron ovulación sencilla.

Conclusiones: No se puede establecer que a

mayor diámetro o volumen luteal sea mayor el porcentaje de preñez. Se observó
que el porcentaje de preñez fue mayor en las que presentaron ovulación doble, sin
embargo estadísticamente no fue significativo.
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2. ABSTRACT

The aim of this study is to evaluate the effect of luteal volume on the pregnancy
rate in female recipient of the Norman breed Hereford frozen embryos. Materials
and methods: 30 females of the Norman race were pre-selected, of which 25 met
the inclusion criteria for entering the embryo transfer program previously
synchronized with a protocol for TETF. Results: Of the 25 females 80% (n = 20)
responded appropriately (single or double ovulation) and 20% (n = 5) did not
respond (multifollicular dominant and multifollicular ovaries). Half (50%) were
synchronized cows ovulated and became pregnant (n = 10). 66% of cows that
became pregnant had double ovulation, still less (47%) in females who presented
single ovulation. The average diameter of the corpus luteum in pregnant cows was
23 mm (Sd 2.87 mm) and the average diameter of the corpus luteum in the nonpregnant cows was 20.8 mm (Sd 2.70 mm). The average volume of the corpus
luteum in pregnant cows was 6642,8mm3 (Sd 2548.94 mm3) and the average
volume of the corpus luteum in the non-pregnant cows was 4936,4mm3 (Sd
2157.19 mm3); there is no statistically significant difference, luteal diameters and
volumes, betwen pregnant cows and not-pregnant cows. The relationship between
ovulation and pregnancy the rate was higher in those presented double ovulation
and those presented simple ovulation. Conclusions: We can not be established
that the greater diameter or luteal volume is greater the percentage of pregnancy.
It is observed that the pregnancy rate was higher in those presenting double
ovulation, but was not statistically significant.
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3. INTRODUCCIÓN

Los sistemas productivos pecuarios se basan en la producción eficiente de
derivados de origen animal, que buscan satisfacer las necesidades nutricionales
de la población mundial. En este contexto, se ha trabajado intensamente para que
los procesos productivos sean eficientes en los diferentes tipos de empresas
ganaderas; siendo el mejoramiento genético y nutricional de los bovinos, la base
primordial para que estos expresen al máximo su potencial genético, en la medida
que se les ofrece un

entorno adecuado, para lograr un aumento real de la

productividad ganadera (Duica, A 2010). Inicialmente la inseminación artificial fue
una herramienta biotecnológica que tuvo gran protagonismo en el mejoramiento
genético animal, después toma protagonismo la inseminación artificial con semen
sexado junto a la colecta y transferencia de embriones. Según (Tovio, 2011) la
colecta y transferencia de embriones es una biotecnología reproductiva que
permite aumentar de forma exponencial la descendencia de hembras y machos de
alto valor genético y productivo en corto tiempo, dado que se pueden transferir, un
sin número de embriones genéticamente seleccionados, a vacas receptoras aptas
para este fin. Sin embargo, existen innumerables factores que intervienen en los
resultados de los programas de trasferencia de

embriones (TE) en bovinos,

siendo relevantes los que tienen relación con las hembras receptoras. Lo anterior
se evidencia en los bajos porcentajes de eficiencia, ya que normalmente en los
núcleos de receptoras tratadas con protocolos tradicionales de sincronización
hormonal del ciclo estral, solamente del 40 al 50 % de las hembras clasifican para
ser transferidas, el otro 50 o 60% son descartadas por su baja o

inexistente

respuesta a los tratamientos de sincronización (Nasser et al., 2004). Considerando
un porcentaje de concepción del 40% del total de animales aprovechados, se
obtendrá apenas 20 % de gestaciones al final de todo el proceso (Thibier, M
2002),

según

Salinas (2013) la receptora es el complemento fundamental y

determinante para el éxito del programa de transferencia embrionario.
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Si la vaca o vaquilla no tiene una condición corporal de 3-4 (Escala de 1-5)
durante el proceso o está en pérdida de peso, existe alta probabilidad de que no
haya éxito. Según Oyuela & Jiménez (2010) Hay factores extrínsecos, como lo
son los ambientales , nutricionales , manejo y administrativos e intrínsecos como
lo es el diámetro del cuerpo lúteo, factores asociados al embrión , estado de
desarrollo, toro usado, dificultad al momento de la transferencia, también son
elementos que afectan los resultados obtenidos en programas de T.E. Según
Duica (2010) los resultados óptimos tras la aplicación de la técnica son afectados
por la raza de los animales a utilizarse, la selección de la hembra donante, el
manejo de las hembras, la respuesta de los animales a los tratamientos de control
del ciclo estral (sincronización), la técnica para realizar la TE, el día en que se
efectúe la transferencia del embrión, la calidad del embrión, la respuesta de la
receptora al embrión transferido y la interacción embrión – hembra receptora,
entre otros. Segùn Gonella et al (2010), el ambiente receptivo en el útero, o
ambiente embriotrófico, se define como la capacidad del organismo materno para
hospedar el conceptus exitosamente. La receptividad uterina depende de la
correcta sincronía del eje conceptus - cuerpo lúteo - endometrio y está controlada
por dos mecanismos. El primero, las relaciones entre los estrógenos (E2) y la
Progesterona (P4), el segundo es mediado por el trofoblasto que secreta interferón
Tau (INFt). Los estrógenos se sintetizan en las células foliculares y determinan los
cambios fisicoquímicos, morfológicos y del comportamiento expresadas por la
hembra durante el celo. La P4 es sintetizada por el cuerpo lúteo (CL), y promueve,
entre otros, cambios a nivel endometrial para la manutención de la gestación.
Cuando la fertilización y desarrollo embrionario son exitosos, el INFt ejerce su
efecto luteotrópico entre los días 15 y 19 de la gestación, desencadenando el
proceso de reconocimiento materno para evitar la regresión luteal y asegurar la
sobrevivencia del embrión.

Según Tovio et al (2008),

se evidencia

que las

secreciones hormonales específicas interactúan con determinados factores para
desencadenar

el

desarrollo

del

embrión;

especialmente

se

destaca

la

progesterona (P4), hormona secretada principalmente por el cuerpo lúteo (CL), el
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cual tiene una duración activa y prolongada, rasgo característico de la preñez en
los mamíferos. La P4 actúa en el útero estimulando y manteniendo funciones
necesarias para el desarrollo embrionario temprano; esto con la finalidad de llevar
a cabo la implantación, placentación y el exitoso desarrollo fetal (Spencer et al.,
2004). El cuerpo lúteo presente al momento de la implantación del embrión juega
un papel importante en los resultados de la transferencia embriones ya que se
espera que secrete suficiente cantidad de progesterona para el mantenimiento de
la preñez del embrión transferido (Vasconcelos et.al, 2001). La P4 tiene gran
importancia en el inicio, desarrollo y mantenimiento de la preñez. La relación entre
el porcentaje de preñez y la concentración plasmática de P4 de acuerdo al tamaño
del CL en receptoras de embriones bovinos Bos Indicus y Bos Taurus, ha sido
objeto de controversia en varios estudios realizados. Algunos investigadores han
verificado la correlación positiva entre estas variables, encontrando que a mayor
área del CL mayor es la concentración de P4 plasmática y consecuentemente
mayor es la tasa de preñez en diferentes razas (Thatcher et al., 2001;
Vasconcelos et al., 2001; Bó et al., Mantovani et al., 2002; Baruselli et al., 2005;
López et al., 2007). Una práctica común en un sistema de transferencia de
embriones, es la estimación de la presencia de un cuerpo lúteo (CL) funcional por
palpación rectal en el momento de la transferencia y su clasificación en 3 grados
(1 bueno a 3 malo). Por lo anteriormente expuesto, el presente estudio plantea
evaluar la relación existente entre el volumen lúteal de las hembras receptoras al
momento de hacer la transferencia de embriones (Día 7 post celo) y el porcentaje
de preñez (día 45), en un programa de transferencia de embriones congelados de
la raza Hereford a vacas receptoras de la raza normando en una finca ubicada
en el departamento de Cundinamarca, municipio De Cogua a 34 km de Bogotá; el
trabajo además busca evidenciar si los porcentajes de preñez están acordes a los
parámetros establecidos en la literatura y observar el comportamiento de los
diferentes tipos de ovulación con respecto al estado de preñez. Se considera que
este estudio es viable y de gran de impacto en la producción animal, ya que al
determinar los rangos óptimos de volumen lúteal se conseguirán porcentajes más

17

elevados de implantación y hará más eficiente la Técnica de Transferencia de
Embriones.
Finalmente lo que pretende mostrar este estudio, es como la biotecnología de
transferencia de embriones, contribuye al mejoramiento genético de la ganadería
colombiana, logrando así aumentar los niveles de rentabilidad en cualquiera de los
fines productivos y haciéndonos más competitivos a nivel regional e internacional.
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4. OBJETIVOS

4.1

Objetivo General
 Evaluar el efecto del volumen Lúteal sobre el porcentaje de preñez en
hembras de la raza Normando receptoras de embriones

de la raza

Hereford congelados en el departamento Cundinamarca.

4.2

Objetivos Específicos
a) Determinar si existe efecto del volumen lúteal sobre el porcentaje de preñez
en hembras receptoras de la raza Normando al día 38 posterior a la
implantación.
b) Analizar los diferentes tipos de ovulación en respuesta al protocolo de
sincronización con respecto al porcentaje de preñez.
c) Identificar si existe un rango

de volumen lúteal donde se dé el mayor

porcentaje de implantación.
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5. MARCO TEÓRICO

5.1 Biotecnología En la Producción Animal
La mayor intervención del hombre en el pool genético de los actuales animales
domésticos fue a través de la selección; ninguna otra medida productiva puede o
podrá afectar el componente genético poblacional en una forma tan completa. En
los comienzos, la domesticación por el hombre no produjo cambios en la
reproducción de los animales, de esta forma se mantuvo la selección natural.
Posteriormente se observó que la reproducción programada de los animales
conducía a un aceleramiento de la selección y en la actualidad, la biotecnología es
la disciplina encargada de la aplicación de principios científicos y tecnológicos que,
mediante la alteración selectiva y programada, mejoran la respuesta en todos los
niveles de rendimiento en la producción animal, en pocas palabras, es la
aplicación de la biotecnología y sus componentes al servicio de la industria
pecuaria (Palma,2001). Al ser aplicada a la reproducción se convierte en una
importante herramienta que permite aumentar la eficiencia reproductiva de los
animales, con el propósito de cumplir con los acometidos del uso eficiente y la
racionalización de los recursos ( Gorlach,1999).

5.2

Historia De la Transferencia De Embriones

Los primeros intentos por transferir embriones de mamíferos fueron realizados en
Gran Bretaña por George Romanes (1848-1894) y Walter Heape (1855-1929).
Ambos involucrados en una carrera por conseguir el éxito utilizando como modelo
experimental el conejo; pero fue Heape quien en 1980

logro la primera

transferencia de embriones exitosa de la historia, mostrando que embriones de
conejos de una determinada raza podían ser gestados en el tracto reproductivo de
hembras de otra raza sin ser afectados por el ambiente uterino (Heape,1891).
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El primer registro de una transferencia de embriones en especies de interés
agropecuario fue hecho en el colegio de agricultura de Texas , por Warwick, Berry
y Horlacher quienes, en 1932 y 1933, utilizaron esta técnica en ovinos y caprinos
para investigar la causa que producía la perdida fetal de híbridos de esas especies
(Warwick Y Berry, 1949).
Pasada le segunda guerra mundial, en varios países los científicos del área
de la agricultura pensaron seriamente en el uso de la transferencia de embriones
para programas de mejoramiento bovino, 2 años después del desarrollo de la
inseminación artificial en ovinos se logró el éxito de la T.E en bovinos, esto fue
realizado por Elwyn Willett en 1950, quien trabajaba para la America Foundation
for the Study of Genetics en Madinson , Wilconsin (Willett et al., 1951) Pero pese a
lo esperado , esto no provoco gran desarrollo de la actividad, ya que la técnica se
encontraba con la limitación de necesitar la transferencia quirúrgica de los
embriones .

No obstante , a mediados de los años 70, varios grupos de

investigación habían desarrollado la recuperación y transferencia de embriones no
quirúrgicas (Betteridge, 2003), provocando así una expansión significativa de la
transferencia de embriones.
En la siguiente tabla se puede observar la evolución de la técnica a través
de los años y en los diferentes animales.
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5.3 Fisiología Del desarrollo Embrionario
La principal función del ovario en los mamíferos es regular el uso de la reserva de
oocitos hasta su agotamiento. De toda la masa de folículos en crecimiento solo
unos pocos llegaran a la ovulación (liberación de gameta femenina) mientras que
la mayoría irán a la atrofia. (Martinez, 2006). En todos los animales el objetivo final
de la actividad reproductiva es la preservación de las especies. El desarrollo
embrionario temprano y el proceso de implantación son considerados de singular
importancia. (Gongora, a et al , 2002) .
Otra función ovárica es la de preparar el útero para recibir el embrión
durante la implantación, gracias a la transformación del folículo ovulatorio en un
cuerpo lúteo, si no hay fecundación el cuerpo lúteo sufre regresión, la cual es
seguida por el crecimiento de un nuevo folículo ovulatorio y una nueva ovulación.
(Martinez, 2006).
En estos periodos ocurren algunos cambios bioquímicos, celulares y
moleculares en el oviducto, el útero y el conceptus que permite que se establezca
una comunicación permanente entre el trofoblasto y el endometrio, la cual será
más estrecha cuando se forme la placenta definitiva. (Gongora, A et al, 2002).
Para que lo anterior suceda debe existir un microambiente en el oviducto y la
madre debe evitar el rechazo inmunológico del embrión, como consecuencia de un
50% de antígenos que le son extraños, provenientes del padre; además, en el
embrión ocurrirá la transcripción de importantes genes que decidirá su desarrollo
futuro. (Gongora, a et al , 2002).

5.4 La Transferencia De Embriones
La transferencia de embriones es una técnica que consiste en seleccionar una
hembra donante genéticamente superior, en la que se realizara un control del ciclo
estral, por medio de tratamientos hormonales , a continuación se induce una
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multiovulación, mediante el uso de gonadotrofinas exógenas , procedimiento que
permite el desarrollo de varios folículos hasta el estado ovulatorio, para obtener el
mayor número de oocitos viables. Se considera que existió respuesta al
tratamiento multiovulatorio cuando se producen más de dos ovulaciones efectivas
(Tribulo, 2002); Estos oocitos son fecundados por medio de Inseminación artificial
(I.A). Según el protocolo de súper ovulación o multiovulación (Barusselly, 2003),
una vez colectados estos embriones se deben pasar por un proceso de
clasificación en el que se evalúa la calidad y el estadio . Esta estructura puede ser
transferida a hembras receptoras que reciben el embrión en el útero, las cuales
van a servir como madres sustitutas o vientres durante el periodo gestacional;
pero también el embrión puede ser sometido a conservación criogénica para ser
preservado de una manera segura (Gordon ,1999; palma 2001). Las hembras que
van a recibir el embrión en su útero , deben estar en el mismo periodo fisiológico,
post estro, que las hembras de las que se obtuvieron los embriones, por lo que se
hace necesario ejercer un control efectivo del ciclo estral en la hembra receptora ,
para que también se encuentre en el día 7 post ovulación ; Esta sincronía junto
con ciertas características sanitarias y de manejo, permite obtener buenos
resultados después de efectuar la transferencia del embrión a la hembra
receptora. (Gonzales, 2001).

5.4.1 Ventajas de la Técnica de Transferencia de Embriones


Incrementar la producción de hembras genéticamente superiores.



Rescate genético de animales accidentados o enfermos permanentes de
los que pudieran obtenerse embriones antes de que el animal muera.



Diagnóstico, tratamiento y rescate de las funciones reproductivas de
hembras con infertilidad de origen no genético.
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Posibilidad de testaje genético rápido, cruzando el animal en cuestión con 7
u 8 de sus hijas superovuladas, cuya progenie presentaría las
características recesivas indeseables que un toro podría aportar.



Control y prevención de enfermedades infecciosas.



Importación y Exportación.



Maximizar el uso de semen de alto valor.



Ayudar a la aclimatación de ciertas razas a distintos medio ambientes.



Planificación de cruzamientos.



Producción de gemelos por micromanipulación.



Ingeniería genética.

5.4.2 Desventajas de la Técnica de Transferencia de Embriones


La baja disponibilidad de hembras receptoras, ya que no hay suficientes
empresas especializadas en la producción de estas, lo que incrementa en
principio los costos.



Entrenamiento e instalaciones.



Saturación de mercado.



Saturación genética de las donantes utilizadas.



Falta de predicción de resultados (Número de embriones transferibles por
vaca, numero de preñeces etc). (Tribulo, et al 2007).



Resultados no deseables en las progenies, por eso es de suma importancia
al aplicar este tipo de técnica, contar con la asesoría de personal idóneo
para efectuar estos procedimientos.

5.5

Selección de Hembras Donantes de Embriones Bovinos

Los criterios generales para la selección de donantes son los siguientes:


Ciclos estrales regulares y que hayan comenzado a temprana edad.
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Dos o menos servicios por concepción en años anteriores.



Comportamiento individual superior en características de importancia
económica.



Crías superiores a la media del rodeo, especialmente comparado con sus
medios hermanos (hijos del mismo toro).



Ningún problema al parto o irregularidades reproductivas.



Ningún defecto genético o de conformación detectable.



Entre 3 y 10 años de edad.



Historia de buena respuesta en superovulaciones anteriores. (Tribulo, H .et
al. 2007)

5.6

Protocolos de Sincronización utilizados en Hembras Donantes

El objetivo principal de los tratamientos de superovulación en el ganado bovino es
producir un gran número de ovulaciones y obtener el máximo número de
embriones transferibles que resulten en una alta probabilidad de preñez. Sin
embargo, la respuesta a estos tratamientos es muy variable y difícil de predecir.
En un trabajo que incluyó 2048 colecciones de embriones en donantes bovinas, se
obtuvo un promedio de 11,5 ovocitos/embriones y de 6,2 embriones transferibles
por vaca (Vijayaraghavan S et al, 1985)

5.6.1 Gonadotropinas utilizadas en Protocolos de Sincronización de Hembras
Donantes de Embriones
Las gonadotrofinas más utilizadas en la actualidad son: Extractos de pituitaria
conteniendo FSH y LH; gonadotrofina coriónica equina (eCG), también llamada
PMSG y gonadotrofina coriónica humana (hMG) (Lammoglia, 2010).


Extractos de hipófisis anterior utilizados:

a) Ovagen (ICP, New Zeland) FHS Purificada de origen ovino. El envase contiene
17.6 mg. NIADDKFSHo, equivalentes a 20 UI de NIH-FSF-S1 (Lammoglia, 2010).
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b) Folltropin-V (Vetrepharm Inc., Canada), es un extracto pituitario porcino al que
se le ha extraído aproximadamente el 80% de la LH. Se presenta en envases
conteniendo un equivalente a 700 UI de FSH, en 20 ml de diluyente. Puede ser
administrado tanto en esquemas con dosis decrecientes como constantes, durante
4 o 5 días). Se inyecta PGF2a a las 48 h (tratamiento de 4 días) o las 72 horas
(tratamiento de 5 días) de iniciado el tratamiento, sin existir cambios significativos
en la respuesta superovulatoria (Lammoglia, 2010).
c) Pluset (Calier, España) Es un extracto pituitario porcino con una relación 1:1
entre FSH/LH. El envase contiene 2 frascos con 500 UI de FSH y LH cada uno, y
20 ml de disolvente (Lammoglia, 2010).
d) Stimufol (Merial, Francia): FSH purificada conteniendo 500 mg de FSH y 100
mg de LH, y 10 ml de disolvente (10 mg equivalen a 1mg de NIDDKD-FSHp)
(Lammoglia, 2010).



Gonadotrofina coriónica equina eCG - PMSG:

Es una glicoproteina con predominante actividad folículo estimulante (FSH),
obtenida

de

yeguas,

cuidadosamente

seleccionadas

y

sanitariamente

controladas. PMSG causa crecimiento folicular y estimula la secreción de
estrógenos que favorece la ovulación. (Lammoglia, 2010).
a) Folligon: Es una gonadotropina sérica de yegua preñada (eCG) con
actividad de la hormona folículo estimulante (FSH) en forma de polvo
blanco cristalino liofilizado. En hembras aumenta la actividad ovárica, lo
que permite mejorar la fertilidad estimular el crecimiento y maduración de
los folículos. Composición: cada frasco contiene: eCG 1000 U.I.
b) Duogestal: Asociación hormonal de Gonadotrofina Coriónica equina (eCG,
PMSG) y Gonadotrofina Coriónica humana (hCG) (400 UI/dosis eCG y 200
UI/dosis hCG).
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c) Novormon 5000: 1 frasco ampolla conteniene 5000 UI de eCG y 1 frasco
ampolla conteniene de 25 ml de solvente.


Gonadotrofina coriónica humana (hMG)

Inductor y sincronizador de la ovulación en equinos, bovinos, ovinos, caprinos,
porcinos y caninos. Estimula el desarrollo luteal y la secreción de progesterona
plasmática; previene la muerte embrionaria. Es además un coadyuvante en el
tratamiento de subfertilidad, infertilidad y anestro. (Lammoglia, 2010).
a) Ovusyn: 1 Frasco ampolla conteniene 5000 UI de hCG y 1 frasco ampolla
conteniene 10 ml de solvente.

5.7

Estadios embrionarios

El estadio embrionario se clasifica de acuerdo al desarrollo morfológico, en los
primeros estadios se denominan de acuerdo al número de células: 2 células, 6
células, 8 células, hasta 16 células y luego reciben diferentes nombres.


Mórula o estadio 4: se asemeja a una mora, las blastómeras son difíciles de
distinguir unas de otras. La masa de células (embrión) ocupa casi todo el
espacio perivitelino (edad estimada de 5 días). (Tribulo et al, 2007).



Mórula compacta: las blastómeras se han juntado formando una masa
compacta. El embrión ocupa el 60-70% del espacio perivitelino. (Tribulo et
al, 2007)



Blastocisto temprano o estadio 5: presenta una cavidad con fluido o
blastocele, dando la apariencia de un sello como anillo. El embrión ocupa
70-80% del espacio perivitelino. Se puede en este estado diferenciar en
forma visual el trofoblasto y el macizo celular interno (edad estimada 7
días). (Tribulo et al, 2007).



Blastocisto o estadio 6: presenta una diferencia clara entre el trofoblasto
externo y el macizo celular interno (más oscuro). El blastocisto es
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identificado con claridad y el embrión ocupa casi todo el espacio perivitelino
(edad estimada 7-8 días). ( Tribulo et al, 2007)


Blastocisto expandido o estadio 7: El diámetro aumenta 1.2 a 1.5 veces. La
zona pelúcida se adelgaza aproximadamente 1/3 del grosor original, los
embriones en este estado se pueden encontrar colapsados (edad estimada
8-9 días) ( Tribulo et al, 2007)



Blastocisto eclosionado: en este estado los embriones pueden estar en el
proceso o estar completamente fuera de la zona pelúcida. Los blastocistos
eclosionados son esféricos con el blastocele bien formado o colapsado. Es
muy dificultoso en este estado la identificación del embrión por un operador
inexperto (9-10 días.) (Tribulo et al, 2007).

Figura 1, En la que se identifican cada una de las etapas de los embriones: El código para
el

grado

de

desarrollo

es

numérico. El número 1 identifica
un oocito sin fertilizar o un
embrión

de

una

célula.

El

número 2 identifica embriones
con

dos

a

16

células

(aproximadamente día 2 a día 5).
El

número

3

identifica

una

mórula temprana, y los números
4 a 9 identifican a los embriones
en estadios posteriores a la
compactación.

(Tribulo et al, 2007).
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5.7.1 Calidad de los Embriones
La calidad de los embriones se determina por la adecuada segmentación y
diferenciación, y se clasifican de la siguiente manera:

1 = Excelentes o buenos
2 = Regulares
3 = Malos
4 = Muertos o degenerados
Los embriones de calidad 1 son los mejores para congelar, los de calidad 2
pueden ser congelados con pobres resultados, pero aceptables para ser
transferidos frescos. Los de calidad 3 no deben ser congelados y tienen índice de
preñez regulares a malas si son transferidos frescos.
La calidad de los embriones es una de las variables que condicionan los
resultados. Una buena calificación de los embriones nos permitirá predecir el
porcentaje de preñez a obtener con la transferencia (Tribulo et al , 2007).

5.7.2 Estadio embrionario óptimo para la colecta de los embriones
Después de treinta horas de llevarse a cabo la Inseminación Artificial (IA)
comienzan a producirse los primeros clivajes del zigoto. Durante estas primeras
horas de desarrollo, el embrión utiliza el oxalacetato y el piruvato como substratos
para su mantenimiento. Después de transcurridas cerca de cien horas postinseminación, se encuentran 16 células aproximadamente en el interior del
embrión, momento en el que comienza la migración. El día seis el embrión
presenta ya entre 16 y 32 células aproximadamente en su interior y utiliza como
fuente energética la glucosa (Palma, 2001). Ya transcurridos seis días, el embrión
se dirige hacia el útero, y comienza a sufrir la compactación de las células
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presentes en su interior; este estadio recibe el nombre de mórula temprana.
Durante esta etapa de compactación aumenta la presión entre las células lo que
permite la formación de uniones fuertes entre éstas, para actuar conjuntamente
como un organismo. La acumulación de líquido proveniente del metabolismo
celular que hace que se desplace el paquete celular para formarse un espacio al
interior del embrión llamado blastocele (Hernández, 2008), este espacio permite
observar una capa celular interna y una externa que reciben el nombre de
embrioblasto y trofoblasto respectivamente. En este estadio comienzan a
presentarse las anormalidades de 25

tipo cromosómico las cuales pueden

desencadenar pérdida embrionaria (Hernández, 1995). Para el día siete el
embrión se encuentra ubicado en el cuerno uterino y se encuentra en el estado
evolutivo correspondiente a blastocisto (Lequarre, 2004; Araujo, 2005). Al obtener
los embriones provenientes de una hembra donante se espera que estos se
encuentren en la fase evolutiva que corresponde a los seis días y medio o siete
días de desarrollo, en estadio de mórula, mórula compacta o blastocisto temprano
(conservando aun su zona pelúcida intacta), este es el momento adecuado para
realizar la colecta de estas estructuras (Stingfellow, 2000).

5.7.3 Aspectos Celulares de la Implantación Embrionaria
La implantación es un complejo proceso que comprende una serie de etapas
interactivas, que comienzan con la fijación de blastocitos al útero y terminan con la
formación de la placenta definitiva. Las etapas que intervienen varían en las
diferentes especies.
El éxito de la implantación depende de la sincronía e intercambio molecular
madre-embrión inducidos en el útero, cuyo control se atribuye principalmente a los
estrógenos y la progesterona.
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La implantación comprende tres etapas: 1. La pre-adhesión el conceptus

se

elonga considerablemente , (II) la aposición, caracterizada por el contacto celular
entre el trofoblasto y e epitelio uterino y (III) la adhesión , que comprende la etapa
final del proceso el cual culmina con el aumento de la estructura celular de la
placenta epiteliocorial. (Gongora, a et all, 2002) .

5.8

Técnicas De Colección De Embriones

Las técnicas de colección de embriones consisten en el lavado interno de los
cuernos uterinos y de acuerdo al procedimiento utilizado, se clasifican en
quirúrgicas y no quirúrgicas. A su vez en esta última se pueden utilizar el método
de Gravedad o Continuo o el de Aspiración o Jeringa.(Tribulo et al, 2007).

5.8.1 Técnica Quirúrgica.
Este procedimiento fue el primero que se empleó cuando se comenzó a trabajar
en Transferencia de Embriones. La técnica consiste en abordar el útero mediante
una laparotomía por línea alba. Hoy ya no se utiliza en ningún lugar del mundo.
(Tribulo et al, 2007).

5.8.2 Técnica No Quirúrgica.
En 1976 fueron publicadas tres técnicas no quirúrgicas de recuperación de
embriones al mismo tiempo. Desde entonces estas técnicas han sufrido
modificaciones, pero la base sigue siendo la misma, que consta de la introducción
de una sonda a través de la vagina hasta su ubicación en el útero y la introducción
de un medio de lavado (PBS) apropiado para el útero y su recuperación posterior.
Debe tenerse presente que estas técnicas no quirúrgicas pueden ser usadas
cuando los embriones se encuentran en el útero, generalmente los días 6-8
después del estro (primer día del estro se designa como día 0). Existe
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básicamente una técnica no quirúrgica de colección de embriones con dos
modalidades o métodos diferentes; recuperación por gravedad con circuito cerrado
y recuperación por aspiración interrumpida (método de la jeringa). Los
procedimientos iniciales son comunes a ambas modalidades, la diferencia se
manifiesta en la particularidad de cada modo de colección de embriones.
(Tribuloet al, 2007).

5.9

Medio y Método de la colecta de embriones

Las técnicas para colectar los embriones se basan en realizar un lavado de los
cuernos uterinos, para de esta forma poder colectar en un medio nutritivo los
embriones, ya que éstos todavía no se han adosado al endometrio. Esta práctica
se efectúa por vía vaginal, introduciendo un catéter, mediante el que se instila un
medio

enriquecido

(ver

composición

posteriormente por sifonaje en donde se
2002). Es importante evitar la

en

tabla

2),

que

es

recuperado

encuentran los embriones (Tribulo,

manipulación excesiva de los tejidos uterinos

puesto que cualquier imprecisión en el manejo de estos causaría disminuciones en
la obtención de buenos resultados debidos a la liberación de prostaglandinas a
nivel uterino (Bó, 2003).
Tabla 2.
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5.9.1 Secuencia de Pasos


Palpación



Estimación Nº C. L



Epidural



Higiene



Secado de la Vagina



Amarrado de la cola



Introducción de un brazo por el recto



Introducción del catéter por vulva -Vagina-Cervix-Cuerno Uterino



Sacar el mandril un poco e inflar el balón y terminar de sacar el mandril



Comenzar a colectar.



Se pasa al laboratorio con el filtro de embriones y se inicia la búsqueda de
los embriones en la cápsula de Petri donde se ha volcado el contenido del
filtro.



Los embriones se buscan bajo la lupa con una magnificación de 10X o 15X.



El medio de colección se deja sedimentar en una probeta de 500 ml por 2030 minutos, luego de finalizada la colección.



El sobrenadante se extrae por sifón hasta que el medio baje a la marca 50
ml. Lo que queda en la probeta se coloca dentro de placas de Petri estériles
y descartables (100 x 15 mm) y se busca con una magnificación de 10X.



Se pasa el sobrenadante (450 ml) por un filtro de plankton de 50 µm como
paso final para recuperar cualquier óvulo o embrión que haya quedado.
(Tribulo et al, 2007).

5.10 Factores que influyen en los resultados de los Programas de Transferencia
de Embriones
Gran parte de la atención en la investigación ha sido enfocado a la hembra
donante de embriones, a la que se han aplicado un sin número de protocolos de
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control del ciclo estral por medio de diferente apoyos hormonales, técnicas de
obtención, manipulación y preservación de los embriones, así como de protocolos
de multiovulación en los que se han utilizado varios tipos de hormonas que
desencadenan este efecto, mediante el cual se obtienen ovulaciones múltiples
(hormona folículoestimulante FSH). Pero al obtener un embrión después de
realizar la clasificación de éste, uno de los puntos de gran importancia que afecta
la eficiencia de esta técnica, está asociado a todo el ambiente embriotrófico
presente en la hembra que va a recibir a éste en el útero (hembra receptora)
permitiendo el desarrollo; por esta razón es importante realizar una excelente
selección de ésta. (Duica, 2010). La eficiencia tras la aplicación de este tipo de
programas se ha visto afectada debido a la utilización de hembras receptoras con
deficiencias

de

tipo

nutricional,

sanitarias,

de

manejo,

reproductivas,

comportamentales, etiológicas entre otras (Vasconcelos, 2006)

5.10.1 Factores a evaluar en la Hembra Receptora de Embriones
Los aspectos más relevantes relacionados con las receptoras que pueden afectar
el resultado final en un programa de transferencia embrionaria son: raza,
categoría, estado nutricional, empleo reiterado, calidad del cuerpo lúteo y nivel de
progesterona, sincronización con respecto a la donante y al embrión. (Marín,
2012)
Las hembras receptoras deben ser reproductivamente sanas para recibir un
embrión y llevar la gestación a término, poseer un tamaño que les permita parir sin
grandes dificultades y ser de buena capacidad lechera para alimentar al ternero de
manera que le permita expresar su potencial genético. (Cutini A. Teruel M.
Cabodevila J., 2000)
Existe

evidencia

que

la

procedencia

de

la

receptora

afecta

significativamente el porcentaje de preñez (Donaldson, L.E , 1985). La
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disponibilidad, el costo y la adaptación al medio, en términos de alimentación,
enfermedades y cambios climáticos, son probablemente los factores más
importantes que gobiernan la elección de la receptora. La situación ideal es
aquella donde las receptoras son del propio establecimiento dado que su historia
reproductiva es conocida y al haber sido criadas en el lugar, el estrés sufrido será
menor. Utilizando estas receptoras, se suele obtener un 10% a un 15% más de
preñez que con el empleo de animales recientemente incorporados al rodeo
(Alberio, 1993).
Dada la disponibilidad de un buen embrión y la experiencia de quien lo
transfiere, el manejo de la hembra receptora antes y después de la transferencia
son el principal punto que puede determinar el éxito de los programas de
transferencia de embriones (Broadbent et al., 1993), esto se inicia desde la
selección de receptoras con base a diversos criterios como: estado fisiológico
general, condición corporal (CC), edad, historia reproductiva y demostrar ciclicidad
ovárica (natural vs inducida) mediante la presencia de celo o de un cuerpo lúteo
(Solórzano et al., 2008). En un sentido estricto, una receptora saludable es aquella
que ejerce normalmente todas sus funciones naturales y fisiológicas, además de
mostrar un balance nutricional (energía, proteína, vitaminas, minerales y agua)
adecuado, que se relaciona directamente con la eficiente función reproductiva en
el ganado (Jones y Lamb, 2008). La utilización de la energía metabólica disponible
en los rumiantes en orden de importancia fisiológica, es el siguiente: 1)
metabolismo basal, 2) actividad motriz, 3) crecimiento, 4) reservas de energía, 5)
gestación, 6) lactancia, 7) reanudación del ciclo estrual y mantenimiento de la
nueva preñez, 8) el exceso de reservas de energía. A partir de esta lista de
prioridades metabólicas, la función reproductiva se verá comprometida, ya que la
energía disponible se ha de dirigir hacia el cumplimiento de las reservas mínimas
de energía y la producción láctea (Beever, 2003). En general, las receptoras de
razas cárnicas no experimentan un período de balance energético negativo
después del parto debido a la producción de leche, no obstante deben presentar la
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suficiente CC para reanudar ciclos de desarrollo folicular después del parto y
superar así la involución uterina y el anestro posparto para nuevamente quedar
gestantes (Dawuda et al., 2002). La evaluación del estado nutricional en las
receptoras de razas cárnicas mediante la escala de CC (1 a 9, donde el valor 1 es
un animal emaciado y 9 es un animal obeso), es un indicador fiable que se ha
desarrollado (Richards et al., 1986), con el fin de estimar las reservas de grasa
corporal mediante la observación y palpación de costillas, columna vertebral,
huesos de la cadera e inserción de la cola (Ferguson et al., 1994). Sin embargo,
algunos factores que afectan la medición de la CC son la subjetividad, la variación
entre evaluadores, la experiencia del evaluador, la raza y la existencia de
diferentes escalas de CC en cuanto a la asignación del índice (1-5 ó 1- 9), en los
intervalos utilizados (con 0.25 ó 0.5 puntos de variación), en los puntos
anatómicos valorados y el método de evaluación utilizado visual o visual y táctil
(Jones y Lamb, 2008). La medición de la CC permite realizar evaluaciones
frecuentes y sin necesidad de equipos específicos o de instalaciones para
encerrar al animal, tampoco requiere de entrenamientos complicados y costosos
para el personal, además, la CC no es afectada por el tamaño del cuerpo, por el
estado de preñez o por el alimento presente en el tracto gastrointestinal (Roche et
al., 2004), razón por la cual no es necesario un ayuno previo del animal.
Por todo lo anterior, esta medida es ampliamente usada por productores e
investigadores a nivel mundial (Ayres et al., 2009; Sullivan et al., 2009), ya que se
ha determinado que existe una relación lineal entre el cambio de peso corporal y la
CC, donde un cambio aproximado de 33-40 kg de peso está asociado con cada
unidad de cambio en la CC escala de 1-9 ( Correa-Orozco y UribeVelásquez,
2010). Por su efecto sobre los parámetros reproductivos, se ha determinado que
una CC al parto ≥5 (escala 1 a 9) es ideal en vacas de razas cárnicas adultas, ya
que en ésta condición son capaces de resistir una pérdida de peso posparto sin
disminuir significativamente la siguiente tasa de preñez, de manera similar se
indica que cambios en el peso y CC preparto tienen muy poco efecto si la hembra
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mantiene una condición óptima al parto (Montiel y Ahuja, 2005). También, se ha
documentado que el incremento en los niveles nutricionales (con ganancia de
peso corporal y aumento de CC) seguido al parto, se favorecen las tasas de
concepción y preñez en vacas de razas cárnicas, lo que a su vez permite disminuir
el intervalo al primer estro (Jones y Lamb, 2008), esto es debido a que existe una
correlación positiva entre la CC y el desarrollo de folículos ováricos, lo que indica
que a medida que una hembra recupera CC se produce la formación de folículos
de distintos tamaños, seguido por el estro y la ovulación (Lents et al., 2008;
Vasconcelos et al., 2009). Sin embargo, sí la CC es baja, se forman muchos
folículos pequeños, particularmente aquellos menores a 4 mm y por lo tanto, se
presenta un retraso en el inicio del estro y la ovulación (Rubio et al., 2010). Se ha
determinado que la tasa de gestación (TG, %) es una variable afectada por las
reservas energéticas (en función de la alimentación) en receptoras de razas
cárnicas (Correa-Orozco y Uribe-Velásquez, 2010). En un estudio con hembras B.
taurus y B. taurus x B. indicus (novillonas y vacas), con una CC mayor de 5 o 6
(escala de 1 a 9) se obtuvieron mayores tasas de gestación que en aquellas con
una CC menor de 5, la 7 TG obtenida en hembras primíparas fue de 88.9 vs 63%
(Lake et al., 2005) y en multíparas fue de 78 vs 44% (Busch et al., 2008),
respectivamente; por lo que ha sugerido que el empleo de receptoras primíparas
en los programas de TE permite obtener mayores TG que con vacas, con
diferencias significativas de hasta un 10% en las TG (Berg et al., 2010), esto
debido a que en las vacas a partir del cuarto parto tienden a disminuir su fertilidad
para recibir un embrión, lo cual se ha relacionado con factores genéticos (Hasler,
2001).
Además, de las deficiencias nutricionales y estrés (lactacional, térmico) en
los partos previos (Berg et al., 2010; Thatcher, 2011) donde posiblemente se
perdió CC y no se logró recuperarla en corto tiempo, esto puede comprometer así,
la sucesiva gestación (Correa-Orozco y UribeVelásquez, 2010). No obstante,
también existen reportes en donde no se encuentra diferencia de la tasa de
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gestación respecto al número de partos en receptoras, si estas presentan
adecuada CC, durante y después de la TE, sin embargo las posibles variaciones
en las TG también se ha asociado a otros factores como son los protocolos de
sincronización empleados (Bó et al. 2004; Chebel et al., 2008; Lozano-Domínguez
et al., 2010). El desarrollo y aplicación de protocolos hormonales que manipulen el
ciclo estrual con eficiencia para obtener una sincronización entre el momento
postovulatorio del ciclo estrual de la receptora y el estadio en que se encuentre el
embrión, constituyen un elevado porcentaje de las probabilidades de éxito de la
transferencia, y los mejores resultados se han reportado al llevar a cabo la
transferencia embrionaria 6-8 días después de la presencia del estro (Nasser et
al., 2004; Jones y Lamb, 2008). Por lo tanto, en los últimos años se han diseñado
protocolos hormonales capaces de manipular la función luteal y folicular, lo cual
permite iniciar tratamientos de inducción cíclica gonadal en un momento
arbitrariamente determinado y así brindar buenas posibilidades para la
sincronización del celo y ovulación en los programas de TE a tiempo fijo (TETF),
donde se elimina la necesidad de detectar el celo en las receptoras (Barros y
Nogueira, 2001; Bó et al., 2006).



Importancia de la evaluación de las Estructuras Ováricas en las Hembras
Receptoras de Embriones

En la evaluación de las estructuras ováricas en las hembras receptoras de
embriones, por medio de ultrasonografía trans-rectal, se ha podido determinar que
la estructura del folículo preovulatorio afecta de manera directa el subsecuente
tamaño del cuerpo lúteo, observando que un folículo preovulatorio de 1.3 cm da
paso a un cuerpo lúteo que el día siete mide 5 milímetros de diámetro y produce
niveles de progesterona plasmáticos de 1.22 ng/ml y el día 14 el mismo cuerpo
lúteo mide 6 milímetros de diámetro y genera concentraciones plasmáticas de
progesterona de 2.48 ng/ml. Así mismo un folículo preovulatorio de mayor tamaño
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(1.6 cms) ha dado paso a un cuerpo lúteo que el día siete mide 6 milímetros de
diámetro y produce unos niveles de progesterona plasmáticos de 1.61 ng/ml y el
día 14 el cuerpo lúteo mide 9 milímetros de diámetro y genera unas
concentraciones sanguíneas de progesterona de 3.05 ng/ml (P< 0.05). Al haber
una mayor producción de progesterona plasmática se esperaría generar unas
condiciones

uterinas más favorables para el desarrollo embrionario temprano

(Kastelic, 1990; Bridges, 2000; Vasconcelos, 2001; Sartori, 2002). La evaluación
del tamaño del cuerpo lúteo se hace el día de la transferencia del embrión, vía
palpación rectal. Siguiendo la clasificación descrita por Zemjanis ,1996 : - Cuerpo
lúteo 1 (CL1): cuerpo lúteo blando, no mayor a 1 cm de diámetro. - Cuerpo lúteo
2 (CL2): cuerpo lúteo blando, de 1 a 2 cm de diámetro. - Cuerpo lúteo 3 (CL3):
cuerpo lúteo de más de 2 cm de diámetro.
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6. METODOLOGÍA

Con el fin de evaluar el efecto del volumen lúteal

sobre el porcentaje de

implantación de embriones congelados de la raza Hereford, en hembras
receptoras de la raza Normando, en el municipio de Cogua departamento de
Cundinamarca, se recolectaron los datos obtenidos en el programa de
transferencia de embriones Realizado por la empresa CGR Biotecnología
reproductiva S.A.S,

en la Hacienda

Virgen De Coromoto, propiedad de la

empresa Hato Subachoque.

6.1

Tipo De Estudio

Este es un estudio observacional, descriptivo, de corte transversal; en el que se
evaluó la relación entre el volumen lúteal (día de la transferencia, Día 7 del Ciclo)
y el porcentaje de implantación de embriones congelados de la raza Hereford (día
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pos implantación, día del diagnóstico

de gestación), en las hembras

receptoras de la raza normando.

6.2

Localización

El estudio fue realizado en la central de receptoras y donantes dela Hacienda
Virgen De Coromoto, propiedad de la empresa Hato Subachoque. Se encuentra
ubicada en el Municipio de Cogua, localizado a 34 km de Bogotá. Limita por el
norte con el Municipio de Tausa, por el Oriente con Nemocón, por el Occidente
con Pacho y por el Sur con Zipaquirá. El Municipio de Cogua tiene una extensión
total de 113 Km2. Presenta una temperatura promedio de 14ºC y una altitud de
2649 msnm. Su economía se basa principalmente en el sector agrícola, ya que por
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su estratégica ubicación, sirve como despensa para la Capital de la República, en
la ganadería y en pequeña escala en la industria como la artesanal y ladrilleras.

6.3

Grupo Evaluado
De las hembras receptoras de embriones se obtuvieron datos de la edad,

peso, condición corporal, el estado reproductivo, ciclicidad, desarrollo del tracto
urogenital y diagnóstico de patologías reproductivas como Metritis, Endometritis,
Piometra, quistes foliculares o

luteales, folículos persistentes, anestro y

deformidad a nivel del cuello uterino, además exámenes serológicos, los cuales
fueron negativos para enfermedades infectocontagiosas, ya que se sabe que
dichas entidades pueden afectar el desempeño reproductivo y producir posibles.

En este estudio se evaluaron 30 hembras receptoras de la raza Normando,
con edades con un rango de 36 a 42 meses de edad y un promedio de 38 meses
de edad, con un peso promedio de 390 kg y una promedio de 3.7 en una escala
de 1-5. Estas hembras fueron sometidas a una serie de evaluaciones del tracto
reproductivo por medio de diagnóstico ecográfico vía trans-rectal, con el fin de
identificar las estructuras presentes en los ovarios como folículos y cuerpos lúteos,
permitiendo determinar la ciclicidad reproductiva presentes en estas hembras
antes de iniciar el protocolo de sincronización del ciclo estral. Se realizó un
chequeo por medio de ultrasonografía a las hembras el día 17 después del inicio
de este con el fin de determinar la existencia de un cuerpo lúteo o más, seguido
por la toma del diámetro del cuerpo lúteo para determinar el volumen lúteal y 38
días después de realizada las transferencias se hizo el diagnóstico de gestación
por medio de palpación trasrectal y ultrasonografía.
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Se realizó un estudio estadístico descriptivo con las variables cuantitativas
utilizando medidas de centralización como media y mediana y de dispersión como
el rango y la desviación estándar.
Enseguida se realizó un comparativo del comportamiento de las variables
analizadas, entre el grupo de las hembras preñadas y las no preñadas, con el fin
de identificar los posibles factores asociados en cada uno de estos grupos.

6.4

Condiciones de Manejo

Los animales a evaluar se encuentran en el departamento de Cundinamarca,
Municipio de Cogua a 34 km de Bogotá, Hacienda Virgen De Coromoto.
Las hembras receptoras se manejaron bajo pastoreo, en praderas de forrajes
nativos (Pennisetum clandestinum) y mejorados Ryegrass (Lolium Sp.) y además
se les suministró sal mineralizada y agua a voluntad.

6.5

Sincronización de las Hembras Receptoras

En los programas de transferencia de embriones se busca una sincronía entre el
día del celo del ciclo estral de la receptora y la edad del embrión. Para lograr
obtener uniformidad y concentraciones de estradiol en las hembras del grupo
experimental (Condición necesaria para poder realizar la transferencia de
embriones a termino fijo). A las hembras receptoras seleccionadas se les aplico el
dispositivo intravaginal (DIV) bovino de 1g de progesterona de primer uso del
laboratorio Ourofino, este es un dispositivo de liberación lenta más la aplicación de
una dosis de benzoato de estradiol (BE) el día 0 del protocolo.
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La aplicación del dispositivo junto al estradiol genera la disminución de la
producción de gonadotropinas hipofisarias. De esta manera se buscó que entre
los días 4 y 5 los niveles plasmáticos de estradiol disminuyeran y se
desencadenaran en una nueva onda de crecimiento folicular (Bó, 2002; Baruselli,
2003).
El día 5 del protocolo

se aplicó una dosis de prostaglandina F2 α (sincrocio

Ourofino) para de esta manera desencadenar la lisis de cualquier cuerpo lúteo
existente en los ovarios, provenientes de ciclos anteriores lo cual tendría efecto
sobre el desarrollo folicular y posterior ovulación (Palma, 2001).
El día 5 se aplicó gonadotrofina coriónica equina (eCG) (Folligon) esta se
aplicó con el fin de

favorecer el desarrollo folicular, ovulación y posterior

luteinización. Se ha observado que al adicionar esta hormona después del inicio
de una onda de crecimiento folicular en un protocolo de sincronización (Día 5) se
promueve el desarrollo folicular (Tovío. N, 2015), ya que puede favorecer la
síntesis de mRNA que codifica para receptores de hormonas gonadotrópicas a
nivel folicular, esto permite el aumento de la densidad de este tipo de receptores a
nivel de membrana en las células foliculares, lo cual se relaciona con el desarrollo
folicular (Sartori, 2001). Este soporte hormonal favorece la preparación de las
estructuras ováricas para la formación de un cuerpo lúteo

que genere

concentraciones de p4 suficientes para favorecer el mecanismo de implantación y
desarrollo embrionario (Baruselli, 2005).
Al retirar el dispositivo intravaginal el día 8, los niveles de p4 decrecen
debido a que se inicia la disminución del bloqueo o retroalimentación negativa
(Feed-Back),

que por esta hormona se encuentra influenciado el hipotálamo

debido a la presencia de un folículo dominante que se encuentra en la fase final de
crecimiento y se presenta un incremento de la producción y liberación de
estrógenos, lo cual favorece la síntesis y secreción de las hormonas
gonadotrópicas

entre estas la LH, que
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al unirse con sus receptores , va a

estimular las células favoreciendo el mecanismo de ovulación y especialización
para la formación del cuerpo lúteo (Bó, 1995).
El día 9 del protocolo de sincronización

fue realizada una segunda

aplicación de benzoato de estradiol (Sincrodiol, Ourofino), esta con el propósito de
favorecer una ovulación lo más sincronica posible, ya que al ser aplicado se
espera favorecer la producción y liberación de la hormona luteinizante (LH); esta
descarga de LH es conocida como pico preovulatorio, mediante el cual se busca
sincronizar el mecanismo de ovulación (Bó, 2003).
Durante el día 9 en horas de la tarde y el día 10, en la mañana y en la tarde,
se realizó la observación y detección de celos en las hembras receptoras, esto con
el fin de analizar el comportamiento de estas ante la aplicación del protocolo de
sincronización, buscando determinar el reflejo de monta entre el grupo de
hembras, el cual es influenciado por la acción iatrogénica (Palma, 2001; Bó 2002).
El día 17 después de iniciado el protocolo de sincronización se procedió a
realizar la transferencia de embriones a las hembras receptoras, puesto que el
embrión fue colectado el día 7 pos inseminación artificial de la hembra donante,
siendo importante que coincida la edad del embrión con el día post-estro de la
hembra receptora para así obtener buenos resultados, ya que este es uno de los
puntos críticos que afectan la eficiencia de esta biotecnología (Bó, 2003); estos
embriones fueron obtenidos, criopreservados y descongelados según protocolos
avalados por la

Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones

(Stringfellow, 2000).
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En la siguiente tabla se describe el cronograma aplicado en la
sincronización de las hembras receptoras.
Tabla 3.

6.6

Medición De Variables

6.6.1 Volumen del Cuerpo Lúteo
Como variable de respuesta se estableció la formación del Cuerpo Lúteo y
la determinación del volumen del cuerpo lúteo (VCL) el día 17 después de iniciado
protocolo de sincronización (día de la transferencia).
Para realizar la evaluación del VCL se aplicaron la siguiente fórmula:
V= ¾ π R3
(Baldor, 2004)
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6.6.2 Porcentaje de Preñez
Para determinar el estado de preñez, se diagnosticó por medio ultrasonografía al
día 45 y se calculó posteriormente el porcentaje de preñez, (P la cantidad cuyo
porcentaje quiero calcular

- vacas preñadas, en relación a el total T - vacas

transferidas), dicho porcentaje es: p(%) = (P / T) x 100.

6.7

6.8

Materiales y Equipos


Mangas para palpar.



Lidocaína.



Jeringas y agujas.



Fundas de transferencia de punta plástica.



Camisa sanitaria.



Alcohol.



Agua a una temperatura de 30 °C.



Ecógrafo marca Aloka.



Pistola de transferencia



Cronometro.



Termo Criogénico 24 Lts Marca Thaylor Warton TXT 24.



Pistola de transferencia marca IMV.

Procedimiento de la Transferencia de Embriones
Los pasos que se siguieron para la realización de la transferencia de

embriones fueron:
a) Registro del número de receptoras.
b) Se examinaron los ovarios por medio de palpación determinar la
presencia de uno o varios cuerpos lúteo y posteriormente por
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ultrasonografía se midieron los diámetros (largo y ancho) del cuerpo
lúteo.
c) Se identificó en qué ovario se encontraba el cuerpo lúteo y en caso de
presentarse doble ovulación se tomó en cuenta el cuerpo lúteo de
mayor diámetro.
d) Anestesia epidural 5CC.
e) Se limpió con agua y jabón la vagina y se secó con toallas desechables.
f) Se introdujo la pajuela en agua a 30°C dejar 30 segundos.
g) Se secó la pajuela y se montó en la pistola de trasferencia.
h) Se procedió a hacer la trasferencia lo más rápido posible puesto que el
ethylenglicol es tóxico a temperatura ambiente. El embrión se depositó
en el cuerno ipsilateral de donde se encontraba el cuerpo lúteo.
Evitando irritar el tejido del aparato urogenital, con

el fin de evitar

posibles lesiones o sangrado que podían desencadenar la liberación
producción de prostaglandinas.
i) Finalmente se registraron los datos y la información de la transferencia
en los formatos de transferencia ( Información del embrión , calidad de
la trasferencia y observaciones )

6.9

Modelo Estadístico y Plan de Análisis
Los datos de la edad, peso, diámetro lúteal, volumen luteal, número de

embriones transferidos y número de hembras preñadas se procesaron y se
analizaron en el programa Excel de Office. Se realizó un estudio estadístico
descriptivo, aplicándole a las variables medidas de centralización como media y
mediana y de dispersión como el rango y la desviación estándar, además de
diagramas.
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Siendo un estudio de tipo descriptivo, se realizó un análisis del
comportamiento del diámetro y el volumen del cuerpo lúteo; y su relación con el
diagnóstico de gestación en el grupo de estudio. En primera instancia se reporta el
componente descriptivo de todas las variables, lo que permite obtener información
sobre la distribución de las mismas.
Para las variables de interés en el estudio se llevaron a cabo análisis
estadísticos descriptivos tanto de medidas de tendencia central, dispersión y
distribuciones de frecuencia, mediante los procedimientos MEANS y FREQ del
programa estadístico SAS 9.4.
Posteriormente se realizó un comparativo entre las variables analizadas
asociadas al grupo de hembras preñadas y las no preñadas; con el fin de
identificar los posibles factores asociados en cada uno de estos grupos se realizó
una prueba no paramétrica de independencia Chi- cuadrado de Pearson. Con el
fin de establecer las correlaciones existentes entre las variables se realizó la
prueba de rango de Spearman.
Dado la forma dicotómica del diagnóstico de preñez (1 positivo, 0 negativo),
se realizó una regresión logística mediante el procedimiento LOGISTIC del
programa estadístico SAS 9.4, en donde se modeló el diagnóstico de preñez (1
positivo, 0 negativo) en función del diámetro del folículo y volumen del cuerpo
lúteo, bajo el siguiente modelo.
(

)

(

)

Donde la probabilidad de que el diagnóstico de preñez sea positivo ( (
está en función de los valores del volumen y diámetro del cuerpo lúteo.
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)),

7. RESULTADOS

Se analizaron un total de 30 vacas de la raza normanda, de las cuales 5
fueron descartas puesto que no cumplían con los requisitos exigidos para el
ingreso al programas de transferencia de embriones ya que se encontraban en
anestro (Ausencia de CL funcional). Las 25 restantes (83,33%), fueron sometidas
a protocolo de sincronización hormonal para ser transferidas con embriones
congelados de la raza Hereford.

De estas 25 vacas el 80% (n=20) sometidas al protocolo de sincronización
hormonal respondieron adecuadamente, presentando ovulación doble o sencilla y
el 20% (n=5) no

respondieron presentando un folículo Dominante u ovarios

multifolículares, sin tener ovulación. Ver Tabla 4.

Tabla 4. Distribución de frecuencias tipo de ovulación.
Ovulación

Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje
acumulada acumulado

Doble

3

12.00

3

12.00

Folículo Dominante

3

12.00

6

24.00

Multifolícular

2

8.00

8

32.00

Sencilla

17

68.00

25

100.00

De las 20 vacas que presentaron ovulación, 3 (15%) presentaron ovulación
doble y 17 (85%) presentaron ovulación sencilla. Se evidenció que el 40% (n=10)
de las vacas que entraron al protocolo de sincronización, quedaron preñadas y el
otro 60% (n=15) no.

Se observó que el 66,67% de las vacas que presentaron

ovulación doble quedaron preñadas, siendo inferior el porcentaje de preñez en
hembras que presentaron ovulación sencilla 47 % (Tabla 5.)
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Tabla 5. Distribución de frecuencias de Ovulación por Diagnostico
Frecuencia

Diagnostico

Porcentaje

Ovulación

Pct fila

P+

P-

Total

2

1

3

8.00

4.00

12.00

66.67

33.33

20.00

6.67

0

3

0.00

12.00

3

0.00

100.00

12.00

0.00

20.00

0

2

0.00

8.00

2

0.00

100.00

8.00

0.00

13.33

8

9

32.00

36.00

17

47.06

52.94

68.00

80.00

60.00

10

15

25

40.00

25

100.00

Pct col

Doble

Folículo Dominante

Multifolícular

Sencilla

Total

El diámetro promedio del cuerpo lúteo fue de 21.90 ± 2.94 mm, siendo de mayor
tamaño en las vacas preñadas en las vacas preñadas con 23 mm, con una
desviación estándar de 287 mm, con un mínimo de 20mm y un máximo de 28 mm.
El diámetro promedio del cuerpo lúteo en las vacas no preñadas fue de 20,8 mm,
con una desviación estándar de 2,70 mm, con un mínimo de 18mm y un máximo
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de 27 mm. Se evidenció que el volumen promedio del cuerpo lúteo en las vacas
preñadas fue de 6642,85 mm3 , con una desviación estándar de 2548.94 mm3,
con un mínimo de 4188,78 y un máximo de 11494,06 mm3. Se observó que el
volumen promedio del cuerpo lúteo en las vacas no preñadas fue de 4936,49mm3,
con una desviación estándar de 2157.19 mm3, una con un mínimo de 3053,63 y
un máximo de 10306 mm3. Ver tablas 6,7,8.

Tabla 6. Medidas de tendencia central y dispersión general
Etiqueta
Diámetro Cuerpo lúteo
Volumen Lúteal

N

Media

Dev tip

Mínimo

Máximo

20

21.90

2.94

18.00

28.00

20

5789.6

2459.

3053.6

11494.0

7

2

0

6

Tabla 7. Medidas de tendencia central y dispersión diagnostico=P +
Etiqueta

N

Media

Dev tip

Mínimo

Máximo

Diámetro Cuerpo lúteo

10

23.000

2.87

20.00

28.000

Volumen Lúteal

10

6642.85

2548.94

4188.78

11494.06

Tabla 8. Medidas de tendencia central y dispersión diagnostico=P Etiqueta

N

Media

Dev tip

Mínimo

Máximo

Diámetro Cuerpo lúteo

10

20.80

2.70

18.00

27.00

Volumen Lúteal

10

4936.49

2157.19

3053.60

10306.00
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Una vez analizados estadísticamente los valores obtenidos durante el estudio, se
establecen las relaciones existentes entre estos, dado que los datos no son
normales se procedió a realizar una prueba de independencia de Pearson,
encontrando que no existe una interacción significativa entre el tipo de ovulación y
el diagnóstico de preñez (p = 0.20)

Tabla 9. Estadísticos para la tabla de Ovulación por Diagnóstico

Estadístico

DF Valor

Chi-cuadrado

3

4.5752 0.2057

Chi-cuadrado de ratio de verosimilitud 3

6.3234 0.0969

Chi-cuadrado Mantel-Haenszel

0.0870 0.7681

1

Coeficiente Phi

0.4278

Coeficiente de contingencia

0.3933

V de Cramer

0.4278

Prob

Para determinar el grado de asociación de las variables se realizó una prueba de
rangos de Spearman, mostrando que existe una correlación alta y positiva
(p<0.05) entre el volumen y el diámetro del cuerpo lúteo. Adicionalmente se
observa una asociación positiva entre el diagnóstico de preñez y el diámetro del
cuerpo lúteo aunque no significativa (p=0.07).
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Tabla 10. Coeficientes de correlación Spearman

Prob > |r| suponiendo H0: Rho=0
Número de observaciones

Preñez

Volumen Lúteal

Diámetro CL

Preñez

Diámetro CL

Volumen Luteal

1.00000

0.40611

0.34023

0.0756

0.1422

25

20

20

Volumen Luteal

Diámetro CL

Preñez

1.00000

0.98813

0.34023

<.0001

0.1422

20

20

20

Diámetro CL

Volumen Luteal

Preñez

1.00000

0.98813

0.40611

<.0001

0.0756

20

20

20

La regresión logística realizada mostró que para ninguna variable hay un efecto
significativo sobre la probabilidad de preñez positiva (P<0.05). En la tabla 8 se
muestran los estimadores de los parámetros del modelo.
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Tabla 11. Análisis del estimador de máxima verosimilitud

Parámetro

DF Estimador

Error Chi-cuadrado Pr > ChiSq
estándar

de Wald

Intercept

1

-31.4180

25.3964

1.5304

0.2160

Diametro_CL

1

1.9524

1.6636

1.3774

0.2405

Volumen_Luteal

1

-0.00197

0.00194

1.0295

0.3103
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8. DISCUSIÓN DE RESULTADOS
Tomamos como referencia el estudio realizado por (Tribulo et all, 2007) donde se
utilizaron 918 vacas, se realizaron 4 réplicas. Al inicio de cada replica (día 0),
todas las vacas fueron tratadas con el DIV y 2mg de benzoato de estradiol y
fueron divididas al azar en grupos de tratamiento en un diseño 2X3 factorial,
donde las variables a evaluar fueron el momento de la aplicación de la
prostaglandina y la eCG ( PGF día 5 y eCG día 5, PGF día 0 y eCG día 5 o PGF
día 0 y eCG día 8 ) y el momento de la aplicación de la segunda dosis de BE (en
el momento de retirar el dispositivo)

(BE día 8 ) o 24 horas después (BE día 9),

de donde tomamos como referencia el protocolo de sincronización similar al
utilizado en nuestro estudio y donde se evaluó el porcentaje de utilización,
porcentaje de preñez y área del CL en mm2.
En nuestro estudio el porcentaje de utilización de la hembras receptoras fue
de 83.33% siendo superior al reportado en este estudio (76.4%), sin embargo el
porcentaje de preñez fue inferior en nuestro estudio 50 % vs 58 %, pudiéndose
pensar que este porcentaje de preñez superior obtenido por este autor se debe a
que las hembras receptoras formaron un cuerpo lúteo de mayor diámetro 293.1 vs
210.9 mm2, además que las hembras receptoras de los dos estudios son de
diferente tipo racial. Las evidencias en la literatura sobre el efecto de la raza de la
receptora sobre el resultado de las trasferencias son escasas, generalmente se
prefieren los cruces antes que a las puras, posiblemente porque las primeras sean
más fértiles (Marín, 2010). Moreno (2002) evaluó el efecto del tratamiento con
eCG (400 UI) en hembras receptoras de embriones,

donde los resultados

obtenidos fueron similares a los obtenidos en nuestro estudio en cuanto a
respuesta al protocolo de sincronización, siendo 156 hembras sincronizadas, de
las cuales 132 fueron trasferidas con un porcentaje de utilización del 84.6 % y un
porcentaje de preñez del 57.6 %.
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Bo et al. 2005,

evaluó la tasa de aprovechamiento y el porcentaje de

preñez en embriones frescos y congelados en 1542 vacas sincronizadas, de las
cuales clasificaron para ser transferidas 1309 hembras receptoras obteniéndose
un porcentaje de utilización del 84.9 %

y un porcentaje de implantación del 52.7

% siendo estos resultados similares a los obtenidos en diferentes investigaciones,
como la nuestra. Martins SBTE, Comparó la tasa de aprovechamiento y tasa de
preñez en hembras receptoras de embriones sincronizadas con un protocolo
donde se utilizó el DIV, Cloprostenol sódico y eCG, aplicando a un grupo Benzoato
De Estradiol VS Cipionato De Estradiol. La tasa de aprovechamiento en ambos
tratamientos fueron similares a los obtenidos en los diversos estudios 84.4 % vs
83.33% respectivamente , en cuanto al porcentaje de implantación 46.7 % VS 62.4
encontrándose diferencias estadísticamente significativas entre los tratamientos,
pero el porcentaje de preñez obtenido en el primer tratamiento es similar a los
resultados obtenidos en otros estudios.
En un estudio realizado (Tovio, N. 2015) en donde se busca demostrar la
relación existente entre el folículo dominante (día 9), volumen luteal (día 17) y
concentraciones plasmáticas de (P4) progesterona (día 17) frente a la
administración de (eCG) gonadotropina coriónica equina (día 5), se evidenció que
no hubo efecto entre el día de la administración de la eCG sobre el número
folículos dominante, número de cuerpos lúteos, volumen luteal, concentración de
P4 o porcentaje de preñez (P>0,05) pero si en el diámetro del folículo dominante
(P<0,05). Al igual que en este estudio en nuestro trabajo se aplicó en el día 5 un
derivado de gonadotrofina coriónica equina (eCG) (Folligon) buscando favorecer
el desarrollo folicular, ovulación y posterior luteinización. En el estudio
referenciado, se demostró que hay relación positiva entre el volumen luteal y las
concentraciones plasmáticas de progesterona y de esta con el porcentaje de
preñez (P< 0,05). Sin embargo esto no pudo ser corroborado en nuestro estudio
ya que el volumen luteal fue similar tanto en el grupo de hembras receptoras preñadas
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como en las hembras receptoras vacías, además en nuestro estudio no se determinaron
los niveles plasmáticos de progesterona.
Figueira M, 2011. evaluó los efectos de la progesterona plasmática (P4)

y la

aplicación de gonadotropina coriónica equina (eCG) sobre las tasas de ovulación y de
preñez en novillas Nelore, en dos grupos a los que se les colocó un dispositivo liberador
de progesterona intravaginal, que contenían diferentes dosis de P4, (grupo 1: 0,558 g y
grupo 2:1 g) observando que las concentraciones plasmáticas de P4 fueron
significativamente mayores en las novillas que recibieron 1,0 vs 0,588 g de P4, sin
embargo no hubo diferencias significativas entre los grupos en cuanto a las tasas de
ovulación (65-77%) o la preñez (39-43%). Al igual que en este estudio, en nuestro estudio
se les administró eCG y a pesar que se evaluó la concentración plasmática de la P4, esta
no fue determinante ni estadísticamente significativa con respecto a los porcentajes de
ovulación ni de preñez.

El volumen del cuerpo lùteo (VCL) promedio en nuestro estudio de las
vacas receptoras de la raza normando preñadas fue de 6642,85 mm3 , con una
desviación estándar de 2548.94 mm3, 4188,78 y un máximo de 11494,06 mm3.
El volumen promedio del cuerpo lúteo en las vacas no preñadas fue de
4936,49mm3, con una desviación estándar de 2157.19 mm3, mínimo de 3053,63
y un máximo de 10306 mm3.

Siendo el promedio mayor a lo reportado por

Siqueira (2009), en un grupo de hembras cruzadas (Bos taurus X Bos indicus),
bajo el control del ciclo estral con un protocolo para control del ciclo estral en el
que utilizó benzoato de estradiol (BE), dispositivo de progesterona, prostaglandina,
eCG y segunda aplicación de BE, reportó los VCL promedio en las preñadas de:
5425.2±620mm³, y en el grupo de no preñadas un VCL: 4849±341mm³. En
nuestro estudio no se presentaron diferencias estadísticamente significativas en
los volúmenes luteales de las hembras preñadas frente a la vacías, los datos de
los volúmenes luteales en los dos grupos son similares, como lo evidenciado en el
estudio realizado por Oyuela (2009) donde evaluó el efecto del diámetro lúteal
sobre el porcentaje de preñez y no encontró diferencias estadísticamente
significativa (P>0.05) para diámetro del cuerpo lúteo y el porcentaje de preñez
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(<10mm = 28 % preñez , 10-14 mm = 39 % preñez y > 14 mm 39 % de preñez).
En otro estudio, realizado por Pérez Cohelho et all, 2007, que también evaluó el
porcentaje de preñez en hembras receptoras de embriones con diferentes
diámetro del cuerpo lúteo, evidenció que las hembras que presentaron un cuerpo
lúteo <16mm (228 vacas) el 56.14 % quedaron preñadas, CL >16< 18mm (369
vacas) 56.36 % de preñez y las hembras receptoras que presentaron un cuerpo
lúteo con diámetro > 18 mm (736) el 54.34% quedaron preñadas con un total de
1333 hembras evaluadas, con un valor de p de 0.94 donde no se encontraron
diferencias estadísticamente significativas, siendo similar a nuestro estudio.
Sin embargo en el estudio realizado por Buruselli (2001) en un grupo de
140 animales donde evaluó el diámetro, concentraciones plasmáticas de
progesterona y porcentaje de preñez, observó que los cuerpos lúteos de más de
dos centímetros de diámetro produjeron niveles de progesterona circulante de
2,44 ng/ml y una taza de concepción del 58 % en hembras que fueron transferidas
el día 7 postcelo; las hembras a las que se determinó un cuerpo lúteo de 1.5cm de
diámetro produjeron niveles de progesterona circulante de 1.75 ng/ml y una taza
de concepción del 41% y las hembras que se les encontraron cuerpos lúteos
menores de 1.5cm de diámetro presentaron niveles de progesterona circulante de
1.19 ng/ml , y una tasa de concepción del 31% (P<0.05), teniendo estos
resultados una significancia estadística importante.
Nogueira et al. 2004 reportan que un incremento en la concentración de
progesterona no mejora las tasas de preñez en programas de TE. En ese estudio,
se administró eCG a tres grupos (control 0 UI, 200 UI, 400 UI y 600 UI). A pesar
de que se aumentaron las concentraciones plasmáticas de progesterona
(3.93ng/ml, 4.24 ng/ml, 5.95 ng/ml y 7.81 ng/ml respectivamente), no hubo
cambios significativos en las tasas de preñez (41.9% 50.0%, 25.0% y 20.9%), e
inclusive se observó una tendencia a la disminución en las tasas de preñez.
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Evaluamos también la relación entre el número de cuerpos lúteos vs el
porcentaje de preñez, donde 85% (n=17) presentaron ovulación sencilla y el 15 %
(n=3) presentaron ovulación doble, presentando los respectivos porcentajes de
preñez

47.0% (n=8) y

66.6% (n=2) con un valor de p (0.20). En el estudio

realizado por Pérez Cohelho et al., 2007, se evaluó también el efecto del número
de cuerpos lúteos con porcentaje de preñez donde 673 de 1220 hembras
receptoras que presentaron un solo CL el porcentaje de preñez fue del 55.16%, 61
hembras de 99 que tuvieron doble CL el porcentaje de preñez fue del 60.39%, y
cuando presentaron 3 CL, 10 hembras de 14, el porcentaje de preñez fue del
71.43%; con un valor de P =0.38 encontrándose diferencias estadísticamente
significativas. En los resultados obtenidos en nuestra investigación, el número de
ovulaciones dobles se presentaron en muy pocas de las hembras evaluadas, sin
embargo el porcentaje de preñez fue más alto en ésta que en las que presentaron
ovulación sencilla, muy similar al estudio mencionado.
En los estudios realizados para determinar el efecto que tiene el diámetro o
volumen lúteal sobre el porcentaje de preñez en hembras receptoras de diferente
tipología racial, los resultados son muy controversiales, ya que en algunas
investigaciones se encuentran diferencias estadísticamente significativas y en
otras no. Sin embrago una mayor producción de progesterona plasmática
esperaría generar unas condiciones uterinas más favorables para el desarrollo
embrionario temprano (Duica et al, 2007). Los resultados obtenidos en el presente
estudio, referente al Volumen Lúteal (VCL) y su relación con el porcentaje de
preñez, comparado con los hallazgos que han sido reportados por los autores
anteriormente mencionados, son consecuentes, ya que nuestros datos son muy
cercanos a los valores promedios de dichos estudios.
Al analizar los rangos de los diámetros y VCL

vs porcentajes de

implantación, se presentó una tendencia numérica que no permite elegir rangos de
VCL y diámetros luteales que infieran mayor porcentaje de preñez, puesto que los
datos en los grupos de hembras gestantes y vacías son similares.
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Son diversos los factores que pueden incidir en el porcentaje preñez en
programas de trasferencia de embriones en bovinos, entre ellos el momento de la
implantación siendo este un complejo proceso que comprende una serie de etapas
interactivas, que comienzan con la fijación del blastocito al útero y termina con la
formación de la placenta definitiva . El éxito de la implantación depende de la
sincronía e intercambio molecular entre madre-embrión cuyo control se atribuye
principalmente a los estrógenos y a la progesterona. (Castañeda 2009).
Algunos factores que afectan el porcentaje de implantación

no fueron

tenidos en cuenta en nuestro estudio como lo son el estadio embrionario en que
se encuentra el embrión en el momento de la implantación.
realizado por Cutini et al 2007,

En el estudio

encontró que la probabilidad de gestación

depende también del estadio embrionario en que se encuentra el embrión en el
momento de la recolección. La transferencia de mórulas tempranas, por ejemplo
alcanzo una taza de preñez significativamente inferior (p<0.05) frente a otros
estadios más desarrollados. Incluso observo una tendencia creciente en la tasa de
gestación a medida que avanza el desarrollo del embrión.
Otro factor a tener en cuenta es sincronismo entre el embrión y la receptora.
Por ejemplo si la colecta se lleva a cabo el día 7 y contamos con receptoras
disponibles entre el día 6-8 del ciclo estral, las mórulas deben ser trasferidas el día
6, las mórulas compactas y blastocitos temprano a las del día 7 y los blastocitos
expandidos el día 8. Esta recomendación se basa en trabajos en los que se
observó que la transferencias de embriones en estadios más avanzados
(blastocito expandido y protruidos) a receptoras con asincronismo, resulto en una
disminución del porcentaje de preñez. (Marín ,2010).
De las 30 hembras receptoras que fueron sincronizadas el 83.33% (n=25)
presentaron uno o más cuerpos lúteos y el 16.66% (n=5) no respondieron al
protocolo de sincronización, de las cuales el 60 %(n=3) presentaron un folículo
dominante y el 40% presentaron ovarios multifoliculares. La presencia de folículos
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dominantes en algunas de las hembras receptoras se deban posiblemente a fallas
en los picos de LH, que tiene como función reiniciar la meiosis en el folículo
preovulatorio, desencadenar la ovulación y controlar el desarrollo y mantenimiento
del cuerpo lúteo ( CL), esta ejerce su acción uniéndose a receptores de membrana
en las células de la granulosa y tecales del folículo preovulatorio; produce un
aumento de AMPc vía adenil-ciclasa estimulando la conversión de colesterol en
pregnanolona y desencadenando los sucesos de la ovulación (Castañeda,2009).
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9. CONCLUSIONES


El diámetro lúteal y por consiguiente el Volumen Del Cuerpo Lúteo (VCL)
determinado el día 17 (día de la trasferencia) fueron similares, tanto en el
grupo de hembras receptoras preñadas como en las hembras receptoras
vacías, por lo cual no es posible asegurar que estos estén directamente
relacionados con el porcentaje de preñez y por consiguiente no se puede
establecer un rango de volumen lúteal mínimo como condición para que
una hembra receptora sea transferida, ya que podría afectar la eficiencia en
la utilización de hembras receptoras en los programas de trasferencia de
embriones e incrementar los costos de la técnica.



Se observó un mayor porcentaje de preñez en hembras que presentaban
cuerpos lúteos accesorios el día 17 (día de la trasferencia) que en las
hembras con ovulación sencilla, diagnosticada la preñez el día 38 post
trasferencia, sin embargo no es estadísticamente significativo en el estudio.



El porcentaje de hembras receptoras que respondieron al protocolo de
sincronización es concordante con los porcentajes obtenidos en los
estudios encontrados en la literatura, cuyos investigadores tomaron como
base mayor número de hembras.



En las hembras receptoras que no respondieron al protocolo de
sincronización para trasferencia de embriones a término fijo es posible que
se deba a fallas hormonales, que intervienen en el mecanismo de
ovulación,

dado que presentaron folículos dominantes y ovarios

multifoliculares.
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10. RECOMENDACIONES


Es necesario realizar nuevas investigaciones donde se complemente el
diagnóstico del diámetro y volumen lúteal, con la concentración plasmática
de progesterona y posteriormente correlacionarlos con el porcentaje de
preñez, en hembras receptoras de embriones, ya que la medida del
diámetro lúteal y del volumen lúteal pueden ser imprecisos, puesto que los
cuerpos lúteos pueden ser cavitarios y la profundidad de estos puede
variar, siendo así menos funcionales.



Es necesario realizar trabajos donde se evalúen el efecto de diferentes
protocolos de sincronización, usados en el control del ciclo estral de
hembras receptoras de embriones y realizar los respectivos ajustes para
incrementar la eficiencia de respuesta y poder alcanzar el ideal del 100%.



Es pertinente evaluar la aplicación de análogos de la GnRh en los
protocolos de sincronización el día 10 del protocolo y una segunda
aplicación después de ser trasferidos el embrión con la finalidad de
incrementar la presencia de cuerpos lúteos accesorios, que podrían
aumentar el porcentaje de implantación de acuerdo a los resultados
obtenidos en nuestra investigación, donde se observó mayor porcentaje de
preñez en aquellas que ovularon doble frente a las que presentaron
ovulación sencilla.



Se debe investigar más acerca de los factores que son determinantes para
el desarrollo de un cuerpo lúteo funcional, ya que estos generan niveles de
progesterona suficientes para logar el establecimiento de un ambiente
uterino ideal que favorece tanto el porcentaje de implantación como de
desarrollo embrionario.
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ANEXO 1: SINTAXIS Y SALIDA SAS

Sintaxis

/*PROC IMPORT OUT= WORK.UNO
DATAFILE= "C:\Users\Steffany\Desktop\Datos Tesis HB.xls"
DBMS=EXCEL REPLACE;
RANGE="Hoja1$";
GETNAMES=YES;
MIXED=NO;
SCANTEXT=YES;
USEDATE=YES;
SCANTIME=YES;
RUN;*/

/* ESTADISTICAS DESCRIPTIVAS (PROC MEANS)*/

PROC MEANS;
VAR DIAMETRO_CL VOLUMEN_LUTEAL;
RUN;

PROC SORT;
BY DIAGNOSTICO;

PROC MEANS;
BY DIAGNOSTICO;
VAR DIAMETRO_CL VOLUMEN_LUTEAL;
RUN;
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/* ESTADISTICAS DESCRIPTIVAS (PROC FREQ)*/

PROC FREQ;
TABLE DIAGNOSTICO OVULACI_N;
RUN;

PROC FREQ;
TABLE OVULACI_N*DIAGNOSTICO/ chisq;
RUN;

PROC FREQ;
TABLE DIAGNOSTICO*VOLUMEN_LUTEAL/ chisq;
RUN;

/*PRUEBAS DE RANGO (CORELACIÓN NO PARAMETRICA)*/

PROC RANK DATA=UNO OUT=EST;
VAR PRE_EZ VOLUMEN_LUTEAL DIAMETRO_CL;
RANKS RPRENEZ RVOLUMEN RDIAMETRO;
RUN;

PROC CORR DATA=EST RANK SPEARMAN;
VAR RPRENEZ RVOLUMEN RDIAMETRO;
RUN;

PROC CORR DATA=UNO RANK SPEARMAN;
VAR PRE_EZ VOLUMEN_LUTEAL DIAMETRO_CL;
RUN;

75

/* REGRESION LOGISTICA*/

ods graphics on;
PROC LOGISTIC DATA=UNO plots=all outest=betas covout;
MODEL Pre_ez (event='1')= DIAMETRO_CL VOLUMEN_LUTEAL;
RUN;

ods graphics on;
PROC LOGISTIC DATA=UNO plots=all outest=betas covout;
MODEL Pre_ez (event='1')= VOLUMEN_LUTEAL/ NOINT ;
RUN;

Sistema SAS

Procedimiento MEANS
Variable

Etiqueta

N

Media

Dev tip

Mínimo

Máximo

Diametro_C

Diame

2

21.9000

2.93616

18.0000

28.0000

L

tro CL

0

000

29

000

000

Volumen_L

Volum

2

5789.67

2459.28

3053.60

11494.0

uteal

en

0

6

Luteal
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Sistema SAS

Procedimiento MEANS
Diagnostico=P +
Variable

Etiqueta

N

Media

Dev tip

Mínimo

Máximo

Diametro_C

Diame

1

23.0000

2.86744

20.0000

28.0000

L

tro CL

0

000

18

000

000

Volumen_L

Volum

1

6642.85

2548.94

4188.78

11494.0

uteal

en

0

6

Luteal

Diagnostico=P Variable

Etiqueta

N

Media

Dev tip

Mínimo

Máximo

Diametro_C

Diame

1

20.8000

2.69979

18.0000

27.0000

L

tro CL

0

000

42

000

000

Volumen_L

Volum

1

4936.49

2157.19

3053.60

10306.0

uteal

en

0

0

Luteal
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Sistema SAS
Procedimiento FREQ
Diagnostico
Diagnostico Frecuencia Porcentaje Frecuencia

Porcentaje

acumulada acumulado
P+

10

40.00

10

40.00

P-

15

60.00

25

100.00

Ovulación
Ovulaci_n

Frecuencia Porcentaje Frecuencia

Porcentaje

acumulada acumulado
Doble

3

12.00

3

12.00

Foliculo Dominante

3

12.00

6

24.00

Multifolicular

2

8.00

8

32.00

17

68.00

25

100.00

Sencilla

Estadísticos para la tabla de Diagnostico por Volumen Luteal
Estadístico

DF

Chi-cuadrado

12 14.3333 0.2799

Chi-cuadrado de ratio de verosimilitud

12 19.4081 0.0791

Chi-cuadrado Mantel-Haenszel

1

Valor

Prob

2.4071 0.1208

Coeficiente Phi

0.8466

Coeficiente de contingencia

0.6461

V de Cramer

0.8466

Aviso: 100% de las celdas tienen un conteo menor
que 5. Puede que chi-cuadrado no sea un test válido.
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Tamaño efectivo de la muestra = 20
Frecuencia de valores ausentes = 5
Sistema SAS

Procedimiento CORR
3 Variables: RPRENEZ RVOLUMEN RDIAMETRO

Estadísticos simples
Variable

RPRENEZ

N

Media

Dev tip

2

13.0000

6.2500

5

0

0

Median

Mínim

a

o

8.00000

8.0000

Máximo Etiqueta

20.5000 Rango para la

0

0 variable
Pre_ez

RVOLUME

2

10.5000

5.8803

10.5000

1.0000

N

0

0

9

0

0

20.0000 Rango para la
0 variable
Volumen_Lute
al

RDIAMETR

2

10.5000

5.8106

11.2500

1.5000

O

0

0

1

0

0

20.0000 Rango para la
0 variable
Diametro_CL

Coeficientes de correlación Spearman
Prob > |r| suponiendo H0: Rho=0
Número de observaciones
RPRENEZ

RPRENEZ
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RDIAMETRO

RVOLUMEN

Rango para la variable

1.00000

0.40611

0.34023

0.0756

0.1422

25

20

20

RVOLUMEN

RDIAMETRO

RPRENEZ

1.00000

0.98813

0.34023

<.0001

0.1422

20

20

20

RDIAMETRO

RVOLUMEN

RPRENEZ

1.00000

0.98813

0.40611

<.0001

0.0756

20

20

Pre_ez

RVOLUMEN

Rango para la variable
Volumen_Luteal

RDIAMETRO

Rango para la variable
Diametro_CL

20
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Sistema SAS

Procedimiento LOGISTIC
Información del modelo
Conjunto de datos

WORK.UNO

Variable de respuesta

Pre_ez

Preñez

Número de niveles de respuesta 2
Modelo

logit binario

Técnica de optimización

Puntuación de Fisher

Número de observaciones leí

25

Número de observaciones usa 20

Perfil de respuesta
Valor Pre_ez Frecuencia
ordenado

total

1 0

10

2 1

10

La probabilidad modelada es Pre_ez=1.

Estado de convergencia del modelo
Criterio de convergencia (GCONV=1E-8) satisfecho.

Estadístico de ajuste del modelo
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Criterio

Sólo términos Términos independientes
independientes

y
Variables adicionales

AIC

29.726

29.473

SC

30.722

32.460

-2 LOG L

27.726

23.473

Probar hipótesis nula global: BETA=0
Test

Chi-cuadrado DF Pr > ChiSq

Ratio de verosim

4.2526

2

0.1193

Puntuación

3.8869

2

0.1432

Wald

3.2453

2

0.1974

Análisis del estimador de máxima verosimilitud
Parámetro

DF Estimador

Error Chi-cuadrado Pr > ChiSq
estándar

de Wald

Intercept

1

-31.4180

25.3964

1.5304

0.2160

Diametro_CL

1

1.9524

1.6636

1.3774

0.2405

Volumen_Luteal

1

-0.00197

0.00194

1.0295

0.3103

Estimadores de cocientes de disparidad;
Efecto

Estimador del

95% Wald

punto Límites de confianza
Diametro_CL

7.046

0.270

183.650

Volumen_Luteal

0.998

0.994

1.002
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Asociación de probabilidades predichas y respuestas observadas
Concordancia de porcentaje

75.0 D de Somers

0.550

Discordancia de porcentaje

20.0 Gamma

0.579

Porcentaje ligado

5.0 Tau-a

0.289

Pares

100 c

0.775

83

84

85

Sistema SAS

Procedimiento LOGISTIC
Información del modelo
Conjunto de datos

WORK.UNO

Variable de respuesta

Pre_ez

Número de niveles de respuesta 2
Modelo

logit binario

Técnica de optimización

Puntuación de Fisher

Número de observaciones leí

25

Número de observaciones usa 20

Perfil de respuesta
Valor Pre_ez Frecuencia
ordenado

total

1 0

10

2 1

10
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Preñez

La probabilidad modelada es Pre_ez=1.

Estado de convergencia del modelo
Criterio de convergencia (GCONV=1E-8) satisfecho.

Estadístico de ajuste del modelo
Criterio

Sin

Con

covariables covariables
AIC

27.726

29.353

SC

27.726

30.349

-2 LOG L

27.726

27.353

Probar hipótesis nula global: BETA=0
Test

Chi-cuadrado DF Pr > ChiSq

Ratio de verosim

0.3728

1

0.5415

Puntuación

0.3708

1

0.5426

Wald

0.3667

1

0.5448

Análisis del estimador de máxima verosimilitud
Parámetro

Volumen_Luteal

DF Estimador

1

Error Chi-cuadrado Pr > ChiSq
estándar

de Wald

0.000044 0.000073

0.3667
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0.5448

Estimadores de cocientes de disparidad;
Efecto

Estimador del

95% Wald

punto Límites de confianza
Volumen_Luteal

1.000

1.000

1.000

Asociación de probabilidades predichas y respuestas observadas
Concordancia de porcentaje

67.0 D de Somers

0.390

Discordancia de porcentaje

28.0 Gamma

0.411

Porcentaje ligado

5.0 Tau-a

0.205

Pares

100 c

0.695
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90

Sistema SAS

Procedimiento LOGISTIC
Información del modelo
Conjunto de datos

WORK.UNO

Variable de respuesta

Pre_ez

Número de niveles de respuesta 2
Modelo

logit binario

Técnica de optimización

Puntuación de Fisher

Número de observaciones leí

25

Número de observaciones usa 20
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Preñez

Perfil de respuesta
Valor Pre_ez Frecuencia
ordenado

total

1 0

10

2 1

10

La probabilidad modelada es Pre_ez=1.

Estado de convergencia del modelo
Criterio de convergencia (GCONV=1E-8) satisfecho.

Estadístico de ajuste del modelo
Criterio

Sin

Con

covariables covariables
AIC

27.726

29.225

SC

27.726

31.216

-2 LOG L

27.726

25.225

Probar hipótesis nula global: BETA=0
Test

Chi-cuadrado DF Pr > ChiSq

Ratio de verosim

2.5009

2

0.2864

Puntuación

2.3290

2

0.3121

Wald

2.0205

2

0.3641
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Análisis del estimador de máxima verosimilitud
Parámetro

DF Estimador

Diametro_CL

1

Volumen_Luteal

1

Error Chi-cuadrado Pr > ChiSq
estándar

de Wald

0.0901

1.8722

0.1712

0.000476 0.000335

2.0189

0.1554

-0.1233

Estimadores de cocientes de disparidad;
Efecto

Estimador del

95% Wald

punto Límites de confianza
Diametro_CL

0.884

0.741

1.055

Volumen_Luteal

1.000

1.000

1.001

Asociación de probabilidades predichas y respuestas observadas
Concordancia de porcentaje

67.0 D de Somers

0.390

Discordancia de porcentaje

28.0 Gamma

0.411

Porcentaje ligado

5.0 Tau-a

0.205

Pares

100 c

0.695
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94

95
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No Receptora Identificacion Del Embrion
O72
PH 391X Progress
406
No Respondio
43
PH 391X Fordwar D
581
PH 881X Sleep
752
PH 881X Sleep
884
PH 881X Sleep
871
PH 881X Sleep
848
PH 881X Sleep
30
No Respondio
851
PH 0060X Fordward
860
PH 0060X Fordward
850
PH 0060X Fordward
849
PH 0060X Fordward
925
PH 0055 X Progress
993
PH 0055 X Progress
947
PH 0044X Sleep
657
PH120XProgress
992
No Respondio
694
PH120XProgress
593
PH120XProgress
54
PH120XProgress
986
PH120XProgress
991
No Respondio
783
No Respondio
43
PH120XProgress

CL: CUERPO LUTEO
FD: FOLICULO DOMINANTE
MF: MULTIFOLICULAR

Orden
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
4122
4122
4122
4122
4122

4122

4.1
4.1
4.1
4.1

4.1

4117
4120
4120
4120
4120
4123

4.1
5.1
5.1
5.1
6.1
4.1

4.1

Lote
4118

E.C
4.1

Utero
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N

Cervix
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N

Ovario Derecho Ovario Isquierdo Diagnostico
Cl 28
CL 20
P+
FD
CL 20
CL 27
Cl 26
P+
CL21
CL 26
CL26
P+
CL 19
CL 20
P+
MF
Cl 22
P+
Cl 20
P+
Cl 18
Cl 22
P+
Cl 20
Cl 22
Cl 22
P+
CL18
FD
CL 20
CL20
P+
CL 24 CAVI
P+
CL23
MF
FD
CL 2O
Vacia

R3
2744

1,333333333
1,333333333
1,333333333
1,333333333

1000

1333,333333

1000 1333,333333
1000 1333,333333
1728
2304
1520,875 2027,833333

4188.79

4188.79
4188.78
7238.25
6370.64

5575.3
4188.78
3053.6
5575.3
4188.78
5575.3
5575.27
3053.63

10306
9202
4848
9202
3591.4
4188.78

formula Volumen mm 3
3658,666667
11494.06

1,333333333 3-1416 2460,375 3280,5
1,333333333 3-1416 2197 2929,333333
1,333333333
1157,625 1543,5
1,333333333
2197 2929,333333
1,333333333
857,375 1143,166667
1,333333333
1000 1333,333333
0
1,333333333
1331 1774,666667
1,333333333
1000 1333,333333
1,333333333
729
972
1,333333333
1331 1774,666667
1,333333333
1000 1333,333333
1,333333333
1331 1774,666667
1,333333333
1331 1774,666667
1,333333333
729
972

20 10 1,333333333

10
10
12
11,5

11
10
9
11
10
11
11
9

22
20
18
22
20
22
22
18
20
20
24
23

13,5
13
10,5
13
9,5
10

27
26
21
26
19
20

Cl / 2 contante 4/3 Pi
28 14 1,333333333 3-1416

ANEXO 2: TABLA DE RECOLECCIÓN DE DATOS Y CÁLCULO DEL

VOLUMEN DEL CUERPO LÚTEO A PARTIR DE SU DIÁMETRO.

ANEXO 3: FOTOS DE LA PRACTICA
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